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 これまで私は遺伝性腎尿細管疾患としてギテルマン症候群に着目し、その原因遺伝子
SLC12A3がコードするSodium Chloride Co-transporterの特定のミスセンス変異における変異
タンパクの機能を解析してきた。しかし、これらミスセンス変異の全てにおいて Loss-of-function
が確認されている訳ではなく、例えば地域集積性の高い重要な変異にも関わらず機能実験の報告
のない変異も散見される。このような変異は Loss-of-Function の機序が不明であることにより未
報告であった可能性がある。 
 最近エクソン上の単一塩基変異によりスプライシング異常を来たすメカニズムが解明されつ
つある。エクソン上の制御配列 Exonic Splicing Enhancer (ESE)上に変異が生じると、スプライ
シングタンパクによるエクソンーイントロン境界領域の認識が脆弱になるため、エクソンが欠失
した転写産物が生成される（エクソンスキッピング）。 
 
 そこで今回私は SLC12A3 遺伝子の中からこれまで機能について未知のミスセンス変異につい
てエクソンスキッピングの可能性の探索とその新しい治療法について検討した。 
 まず SLC12A3 遺伝子の 88 個のミスセンス変異の中からバイオインフォマティクスによりス
プライシング異常を生じる可能性の高い変異を抽出した。その中の 3 変異についてミニジーンに
よるスプライシング解析を行い、p.A356V と p.M672I の２つに異常スプライシングを確認した。
これによりエクソン上のたった一つの塩基変異によりエクソンの欠失が起こり得ることが示さ
れた。さらに異常転写産物のチェック機構である nonsense-mediated mRNA decay と関連があ
るかどうかにつき、タンパク合成阻害剤を用いてその転写産物の安定性を評価した。また私は異
常スプライシングを正常化しうる薬物、ヒストン脱アセチル化酵素阻害薬を用いて、エクソン欠
落の改善率をミニジーンにより検討した。次にこのエクソンの欠失した転写産物から生成される
異常タンパク質の二次構造を推定した。これらはカルボキシル末端に存在するシグナル配列を欠
いてしまうためこの 2 つの異常タンパクは正常な膜発現が障害されることが想定された。 
 エクソンスキッピング候補のうち患者の血液サンプルが入手できた p.M672I について更なる
検討を加えた。そのギテルマン症候群の患者は SLC12A3 遺伝子の p.M672I/c.1926delC の複合
へテロ変異であることをゲノム DNA から確認していたが、血液由来の cDNA 配列を確認したと
ころ、エクソン 16 が完全に脱落しエクソン 15 とエクソン 17 が直接結合していることが判明し
た。さらに、この p.M672I 変異タンパクとエクソン 16 欠失タンパクについてアフリカツメガエ
ルの卵母細胞を用いてトランスポーター活性を評価したところ、2 つの異常タンパクとも機能低
下を示した。一方、他のギテルマン患者の変異（p.T180K/p.A588V 変異と p.L849H/p.R852H 変
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異）について検討したところ、健常人と比べ変化は認められなかった。 
 
 以上のことから、私は SLC12A3 遺伝子において ESE 障害によるエクソンスキッピングの存
在を証明した。本研究はこれまで単一アミノ酸置換体が機能低下を示せていなかった腎臓分野の
遺伝子疾患における多くのミスセンス変異に対して同様のアプローチを行うことにより病態の
解明に役立つことが期待される。 
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